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へ パ ドナ ウイ ル ス の遺伝 子 に お い て エ ン ハ ン サ ー は S遺伝子 と X遺伝子 の 間に 存在 す る ． この領
域 に は強 く 保存 さ れ た 33ba s epairくbpl の 配列 くc o n se rv ed s equ e n ce of hepadn a vir u s e nha n ce r，
CS H El が存在 し ， エ ン ハ ン サ ー 活性 をも ち ， D N A． タ ン パ ク質 複合体を形成 す る ． 特 に ， C S H Eの 中
央部 の 23bp の 配 列くH E－Clが エ ン ハ ン サ ー 活性お よび 複合体形成の 双 方 に 本質的で あ る ． H E－ C に 結
合 す る核 タ ン パ ク 質 を精製す る こ とが へ パ ドナ ウイ ル ス の エ ン ハ ン サ ー の 機能 を解明す る 上 で 重要で あ
る こ とか ら ， 筆者 は D N A アフ ィ ニ チ イ ー カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を用 い る こ とに よ っ て HepG2細
胞 か ら H E－C 結合タ ン パ ク質 を精製 した ． ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウ ム くsodium dode cylsulfate ， S D Sl ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動 か ら ， 精製 タ ン パ ク質 は分子 量 70 kilodalto nくkdIと 85k d の 2成分 か らな る
こ と が明 ら か に な っ た ． さ ら に ， こ れ ら 2 つ のう ち ， 70k dの タ ン パ ク質 の みが 直接 H E－C に 結合す る
こ と が U V ク ロ ス リ ン キ ン グ に よ り 示 さ れ た ． ま た ， 精 製 タ ン パ ク質 の D N A複合体形成 に は ，
H E－C の 2 つ の モ チ ー フ ， T G A C G と C C C C C が寄与 す る こ と が 明 らか に な っ た ． 細胞 内 にお け る
H E－C お よ び そ の変異体 の エ ン ハ ン サ ー 活性 と精製 タ ン パ ク 質が H E－C の対 す る結合特異性が相関す る
こ と か ら ， こ の精製 タ ン パ ク 質が へ パ ド ナ ウ イ ル ス の エ ン ハ ン サ ー に 重要 な も の で あ る こ と が示 唆さ れ
た ．
Key w o rds hepadn a vir u s， e nha n c er， DN A－ prOtein c om plex ， D N Aaffin ty
Chr o m atogr aphy， U Vcr oss－1inking
ヒ ト B型肝炎 ウイ ル ス くh um a nhepatitis B viru s，
H B Vlの 感染 は急性肝炎を引き起 こ す ば か り で な く ．
慢性肝炎 ， 肝硬変 ， さ ら に 原発性肝細胞癌と も 密接 に
関連 す る重大 な病原 ウイ ル ス で あ る1I． H B V は 3．2
kilobaseくk bl の 不完全 二 重鎖 D N A か ら な る肝親和
性小型 D N Aウイ ル ス で ． へ パ ド ナ ウ イ ル ス に 属 す
る ． H B V以外 の へ パ ド ナ ウ イ ル ス に は ， ウ ッ ド
チ ャ ッ ク に ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス くw o odchu ck
hepatitis viru S， W H VI， ア ヒ ル に ア ヒ ル B型肝炎ウイ
ル ス くdu ck hepatitis B vir u s， D H B Vl， 地 リ ス に 地 リ
ス 肝炎 ウイ ル ス くgr ound squir rel hepatitis B viru s，
G S H Vl な ど が発見さ れ て い る2I．
4種 の へ パ ド ナ ウイ ル ス は 共通 の ゲ ノ ム 構造 を持
ち ， 特 に ほ乳動物 ウイ ル ス 間 で は きわ め て近似してお
り ， こ れ ら の ウイ ル ス は 共通 の 祖先 か ら分岐 したもの
と推定 さ れ て い る 引 ． Pe rS．S， PreC－C， P の 3 つ の遺伝
子 が ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 共 通 して存在 し ， さ ら に ほ乳類
の ウ イ ル ス に は X遺伝 子 が共通 して存在 す る ． S遺伝
子 は ウイ ル ス 粒子 表面抗原を コ ー ド し ， C遺伝子はウ
イ ル ス 内部に 存在す る コ ア 抗原 を コ ー ドす る ． P遺伝
子 は ， レ ト ロ ウイ ル ス の 逆転写酵素遺伝子 と高 い相同
性 を持 ち ， S ， C ， X 領域 と解読枠 をずら し て重複
し ， ポ リ メ ラ
ー ゼ を コ ー ド し て い る － X遺伝子 によ っ
て コ ー ド され て い る蛋白質 は転写制御 の トラ ン ス活性
A bbr eviatio n s 二Ea 一 甲コ d CT P， de oxycytidin e5
，
－Ea － 32pコ tripho sphatei bp， bas epairi
C SH E， CO n S e r V ed s equ e n ce of hepadn a viru s enhan c eri D T T， dithiothr eitol三 E D T A，
ethyle nediamin etetr a a c etic a cidニ H B V， hepatitis B virusニ H T L V
－1， hu m a nT．c ell
へ パ ド ナ ウイ ル ス エ ン ハ ン サ ー 結合 タ ン パ ク 質の精製 871
化能を持 っ て い る こ と が最近報告さ れ た 佃 01． しか し ，
これら の ウイ ル ス は癌遺伝子 を持 っ て お ら ず， 肝癌発
生に お ける ウイ ル ス の 関与 を明ら か に す る に は ウイ ル
スの感染 ． 増殖過程と宿主細胞 の 遺伝子発現 と増殖の
相互作用と い う 局面か らの 研究 が重要 で ある と考 え ら
れてい る ．
ヘ パ ド ナ ウイ ル ス は そ の 他 の D NA ウイ ル ス と は 異
なり ， その 複製過程 で R N Aを経由す る1，． 従 っ て ， へ
パ ドナ ウイ ル ス の 転写段階の 制御は ウイ ル ス 遺伝 子発
現だけ では な く t ウイ ル ス の 複製に お い て も 重要で あ
る ． 転写調節 に は調節配列と調節因子 が 関わ る が ， 真
核細胞お よ び そ の ウイ ル ス の ゲ ノ ム に は ， プ ロ モ ー
タ ー の近傍 に 存在 して そ の プ ロ モ ー タ ー か ら の転写 を
著しく促進す る エ ン ハ ン サ ー 配列 が 存在 す る ． H B V
のエ ン ハ ン サ ー は S遺伝子 と X遺伝子 の 間で ， P遺伝
子のC末端部分と重複 す る約0．2k bの領域に限局さ れ
る ことが 報告さ れ て い る11121． こ の 領域 に は DNa seI
フ ッ トプリ ン ト法 やゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ に よ っ て い く
つ かの タ ン パ ク質結合部位が あ る こ とが 報告さ れ て い
るがほト
17，
， そ れ ぞ れ の 部位 の エ ン ハ ン サ ー 活性 に お け
る役乱 お よび ， それ ら に 結合 す る タ ン パ ク質 に つ い
ては未だ詳 しく 理 解さ れ て い な い ．
ほ乳類の へ パ ド ナ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 問で エ ン ハ ン サ ー
領域の 塩 基配列 を比較 す る と ， 強 く 保存 さ れ た
33bas epairくbpナの 配列 が見 い だ され た ． へ パ ドナ ウイ
ル ス が共通の ゲ ノ ム を もつ こ と か ら ， 同様 の遺伝子発
現の制御機構 を も つ 可能性 が あ り ， 筆 者 ら は こ の
33bpくc o n s e rved s equ e n c e of hepadn a vir u s enha n－
C er， C S H Eン の 機能 を 検討 し て き た ． 細 胞 内 で の
CS H Eの エ ン ハ ン サ ー 活性が M u r aka mi ら1刀 に よ り
報告さ れ た ．
筆者は ， 本研究で ． CS H Eの エ ン ハ ン サ ー と して の
機能を解明 す る た め に 不 可欠 で あ る
，
こ の 塩 基配列 に
特異的に 結合 す る タ ン パ ク質の 精製 を D N A アフ ィ ニ
チイ ー カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を用 い て行 い ， その
性質を解析 し たの で 報告す る ．
材料 お よ び方法
王 ． 酵素お よ び試薬類
Kleno w fr agm ent は 宝 酒造 懐 剣 の 製品 を ，
D Nas eI， micro c o c c al n u cle a s e お よ び poly
くdI－d CI は Bo e ringe rM a n nheim 社 くベ ン ツ ベ ル ク ，
西ドイ ツ1の 製品 を用 い た ． de o xycytidin e5， 一 仁a r 32Pコ
tripho sphateく亡a － 32Pコd C T PH ウ3000Cilm moり はア
マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン く東京ナよ り購入 し た ． プ ロ テ ア ー
ゼ阻害軋 フ ッ 化フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル くphe nyl－
m etha n eu slfo nyl flu o ride， P MSFン， ア ン チ パ イ ン ， ロ
イ ペ プ チ ン は Sigm a 社 くセ ン ト ル イ ス ， 米EgJ よ り購
入 した ． カラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 用 樹脂 は ， D E 52
は Whatm a n社くク リ フ ト ン ， 米 国J， ヘ パ リ ン ． ア ガ
ロ ー ス は Sigm a社 ， D E A E－Sepha c elお よ び D N Aセ
ル ロ ー ス は フ ァ ル マ シ ア く東京I， ホ ル ミル セ ル ロ フ ァ
イ ン は 生化学工業く東二郎 の 製品 を用 い た ． こ れ以 外 の
試薬で特 に 会社名の記載の な い もの はい ずれ も和光純
薬く大阪J， ある い は半井化学く新約 の 製品 を用 い た ．
H ． HepG2細胞核抽出液の 調製お よ ぴ エ ン ハ ン
サ ー 結合 タ ン パ ク貿の 精製
1 ． HepG 2細胞核抽出液の 調製
HepG 2細胞 を10％牛胎児血清くGe neralScientific
Labo r ato ries， ロ ス ア ン ゼ ル ス ， 米長引 を 含 む グ ル
ベ ッ コ 変法イ ー グ ル 倍地くG 工B C O， ニ ュ ー ヨ ー ク ， 米
劉 で培養 し ， デ イ シ ュ ー 面に 増殖 した 時点 で 収穫 し ，
Dign a m ら
18，の 方法を 一 部変更 して 以下の よ う に 核抽
出液 の 調製 を 行 っ た ． pho sphate－buffe red s alin e
くP B S， 和光純薬い こ懸濁 し た HepG2細胞 を 4
O
Cで
2000rpm ， 10分遠心 し た後， 沈澱 を その 5倍量 の A 緩
衝液ElOm M H E P E SくpH7．91， 1．5m M 塩化 マ グ ネ シ
ウム ， 10m M 塩化 カ リ ウ ム
，
0 ．5m M ジ チオ ス レ イ
ト ー ル くdithiothr eitol， D T Tlコ に 懸濁 し ， 10分放置 し
た ． さ ら に 2000rpm ， 10分遠心 し ， 沈澱 を 2倍量の A
緩衝液 に 懸濁 した後
，
B型ペ ッ ス ル ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー
を用 い て ホ モ ジ ュ ナイ ズ した ． ホ モ ジ ネ ー トを2 5
，
000
Xg で2 0分遠心 し ， 細 胞核沈澱 を C 緩衝液 E20m M
H E P ESくpH 7．91， 25％グ リ セ ロ ー ル ， 0．42M 塩 化 ナ
トリ ウ ム ， 1．5m M 塩化 マ グネ シ ウム
，
0．2m M エ チ レ
ン ジ ア ミ ン 四 酢酸くethyle n edia minetetra a c etic a cid，
E D T AJ， 0－5m M DT T， 0．5m M P MSF， 10JL glml
ロ イ ペ プチ ン ， 1叫 gノml アン チ パ イ ンコ に 懸濁 して ，
B塑 ペ ツ ス ル ホ モ ジ ュ ナイ ザ ー で 再度ホ モ ジ ュ ナ イ ズ
し た 軋 ス タ ー ラ ー で30分捜拝 し， 核 タ ン パ ク の塩抽
出 を行 っ た ． こ の ホ モ ジネ ー トを 25
，
000xg で35分遠
心 し， 得 られ た上 清
， 核抽出液を液体窒素中に 凍結保
存し た ． 100m m デ ィ ッ シ ュ 200枚あ た り通常 20m g の
核 タ ン パ ク 質が 得ら れ た ． タ ン パ ク質濃度の 測定 に は
1eukemia viru sty pe lニ k b， kiloba s eニ kd， kilod alto n3 L T R， long ter min al r epe at三 O R F，
Ope n re ading fr a m e三 P B S， phosphate－buffered salin e三 P A G E， pOlya cryla mide gel
electr ophor esi ニP MSF， phe nylm etha n es ulfo nyl flu o rideニS D S， S Odiu m dodecylsulfate
872
プ ロ テイ ン ア ッ セ イ キ ッ ト く別0－R A D， リ ッ チ モ ン
ド ， 米国1 を用t－た ．
2 ． H E－C D N A アフ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 作成
H E－C の 十 鎖 3
，
末端 に 7塩基 の 単鎖 ス ペ ー サ ー を
持 つ よ う に 設計 した 以下 の 2種類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 自動 D NA 合成装置くA BI社 ． フ ォ ス タ ー シ
テ ィ ー ， 米国1 を用 い て 化学合成 し ， ア ニ ー ル 後 ，
D N A アフ ィ テ ィ ー カ ラ ム 作製 の た め の リ ガ ン ド と し
て 用 い た ．
回 5
，
－T T G C T G A C G C A A C C C C C
A C T G G C T G G G G CA－3
，
H 5，－GC C A G T G G G G G T T G C G T
C A G C A A－3，
0．2 M燐酸緩衝液くpH 8．21に 懸濁 させ た 2mlの ホ ル ミ
ル セ ル ロ フ ァ イ ン く生化学工業1 に 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド く15n m ollml m atrixl を加 え ， 室温で 4時間接
辞 した ． 結合 を安定化 させ る と 同時 に 未反 応基 を除去
す る た め に ， 水素化ホ ウ素ナ トリ ウ ム 14m g を加 え ，
さ ら に 室温で 8時間按拝 した 後 ， P BSで 十 分洗浄 し
た ． カ ラ ム は ， 0．05％ア ジ化 ナ ト リ ウ ム を 含 む T E N
緩衝液く25m M Tris－ H ClpH 8．0， 1m M E D T ApH
8．0， 1 M NaCIJ に 置換 し， 4
O
C で保存 し た ．
2 ． H E－C 結合タ ン パ ク質 の精製
精製 に用 い た す べ て の材料 お よ び機器 は 4
0
C で保存
し ， す べ て の操作も 4
0
C で行 っ た ． カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に 用 い た 綬衝液は使用前 に ， P M S Fお よ び
D T T を加 え， そ れ ぞれ 5m M に 合 わ せ た ． BC緩衝液
の組 成 は ， 2 0m M Tris． HClくpH 7． 91， 0 ． 2 m M
E D T A， 20％グ リ セ ロ ー ル で あり ， B C N緩衝液 は こ
れ らの ほ か に0．03％ N ト40 を 含ん で い る ． タ ン パ ク
質の D N A結合活性 はゲ ル シ フ トア ッ セ イ に よ り検定
した ． 2ml の HepG 2細胞核抽出液 を0．42 M塩化カ リ
ウ ム を含 む B C緩衝液で透析 した 後 ， 同便衝液で平衡
化 した 3ml の D E 52 カラム に 通 し ， 溶 出液 を B C緩
衝液で透析 し塩化 カ リ ウ ム を除 い た ． こ れ を 2mlの ヘ
パ リ ン ア ガ ロ ー ス カ ラ ム に 添加 し ， 4倍 量の B C緩衝
液で洗浄 した 後 に0．05 M か ら 1 M まで の塩化カ リ ウ ム
濃度勾配 く20ml を用 い て溶離 した ． 活 性画分く0．2 －
0．5 MKCI を BC 緩衝液中で透析 ， 脱塩後 ， B C緩衝
液平衡化 D E A E－Sepha c el カラ ム く2mlいこ添加 し た ．
4倍量の B C緩衝液で洗浄後 ， 塩化 カ リ ウ ム 濃度勾配
く0．05－1 M K Cl， 20ml で 溶 離 し ， 活性 画分 く0． 1 －
0．4 M K CIJ を採取 した ． 次に B C N緩衝液中で 透析
し ， B C N緩衝液 で平衡化 し た 非特異的 D N Aセ ル
ロ ー ス カ ラ ム く2ml に 添加 し ， 2倍量 の 同緩衝液で洗
浄 ， 塩化 カ リ ウ ム 濃度勾配く0． 05－ 1 M K Cl， 20mlン に
よ り得 ら れ た活性画分く0．55－ 0．7M E Cllをセ ン トリ
コ ン10 げ レ ー ス ジャ パ ン ， 東尉 を用 い て脱塩 ， 濃縮
を 行 っ た ． 最後 に ， あ ら か じめ BCN 緩衝液 で 平衡化
して お い た H E－C．D N A カ ラム く1．5ml に こ の 画分を
添加 し ， 同様 な 方法 に よ り活性画分 く0．6 5－ 0． 8 M
K Cり を分取 し た ， セ ン ト リ コ ン10に よ り 0．2ml ま で
濃縮 し ， 種々 の 解析 に 用 い た ．
IIl ． タ ン パ ク 質お よ ぴ タ ン パ ク 賓 ． D N A複合体の
検出
1 ． オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合成お よ び プ ロ ー プの作
成
以下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を自動 D N A合成装置








－G C C A G T G G G G G T T G C G T．3
，
H E－Cmlm 2
回 5，．T TGC C A AC GC A A C C C－3，
H 5，．GC CA G T A T G G G T T G C G T－3
，
こ れ らの 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ポ リ ア ク リル アミ
ドゲ ル で 精製 し た後 ， ア ニ ー ル してE凸 ． － 32Pコd C T Pを
含む 4種類 の基質と Klenow fr agm e nt を用 い た修復
反 応 に よ る 3
，
末端標識 を行 っ た ．
2 ． ゲル シ フ ト ア ツセ イ
ゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ の反 応液 は 20月1 で， 10％グリ
セ ロ ー ル
，
2 ％ ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ， 20m M
H E P E SくpH 7．9l， 50m M K Cl， 2m M D T T， 2FLg
poly くdI．d Cl， 7m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ，
32P 標識
D N A プロ ー ブ く0 ． 5ngl， コ ン ペ テ ィ タ ー D N A
く50ngl お よ び核 タ ン パ ク 質 く0 － 5ノノ gl を 含ん で い
る ． 反応液 を4
0
C で 5分， さ ら に30
0
C で30分イ ン キエ
ペ ー 卜 した 後 ， 4ノバ の ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ緩衝液く50％
グリ セ ロ ー ル ， 0．1％ プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 1 を加
え
，
6％ ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に の せ た ． 泳動に は
T B E緩衝液 E90m M Tris． H3B O，くpH 8． OI， 2mM
E D T Aコ を用 い ， 200 V電圧 下 ， 4 OCで1 ．5時間電気泳
動後 ， ゲ ル を濾 紙上 に 移 し て乾燥 させ ， イ メ ー ジ ング
プ レ ー ト くフ ジ フ イ ル ム ， 東京1 に 1 時間感光さ せ た
後 ， イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー B A lO Oくフ ジ フ イ ル
ム1 で 解析 し た ．
3 ． ド テ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム くS Odiu m dodecyls ulfJ
ate， S D Sl ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動
精製 さ れ た タ ン パ ク質 の 分子 量 測定 は S D S ポゾア
ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動に よ り行 っ た ． 各精製段階
の活性画分 5FLl を 20pl の La e m mli サン プ ル 緩衝
液l剖E62．5m M Tris－H ClくpH 6．引， 2％ S D S， 5％
へ パ ド ナ ウイ ル ス エ ン ハ ン サ ー 結合タ ン パ ク 質の 精製
CSH E
H E－ C
H E－ C － m lm2
H でL V－ 1 － L でR
GTGT T TG CTGAC G CA AC C C C CA TG GCTG G GC
T TG CTGAC G CA AC C CCACTG GC
T TG C引払C G CA ACC C潮払CTG GC
A AGG CTCTGAC GTCTC CCCC C
で凰GG C C C 耽 GT TCCCCCT
CゑGG C GTでG且C GACA AC C CT
A B C
Fig．1． Sequ e n ce align ment of wilda nd m utated H E－C a nd c o mpa ris o n with
thr e e21bp r epe ats in H T LV－I L TR． C S H E is sho w n at the top． H E－C is a
C e nte r23bp fr agm e nt of C S H E， a nd its m uta nt， H E－C－ mlm2， hastw o s et oftw o
ba se s ubstitutio n sくindic ated by shado wl． Bold s equ e n c e s a r etho s e c o n se r v ed
in the thr e e21bp r epe ats in H T L V．1 L T Ra nd nam ed dom ain A， B， a nd C．
Dots abo v ethe C S H E indic ate ho m ologo u sba se sto 21bp repe ats．
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2．メル カ プ ト エ タ ノ ー ル ， 10％ グリ セ ロ ー ル ， 0．1％ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー コ に 加 え ， 9 50C で 5 分間加熱
し， 8％ S D S ポ リ ア ク リル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル に の せ ，
150 V電圧下 ， 室温 で 4時間電気泳動 し た ． 泳動 に は
T GE緩衝液 仁25m M Tris－glycin eくpH 8．31， 0 ． 1％
S D Sコ を用い た ． 分子 量 マ ー カ ー と し て SDS－pOlya－
crylamide gel ele cr opho r esi くP A G El ス タ ン ダ ー ド
くB王0－R A Dl を用 い た ， 泳動後 ， 銀染色 キ ッ トく和光純
薬I を用い て タ ン パ ク質 を染色 し， 渡紙上 で 乾燥 さ せ
た．
4 ． U V ク ロ ス リ ン キ ン グ
2ng の
3甲 標識 D N A プロ ー ブ を加 えた 総容量 40
声1の ゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ 反応液 を30
0
C で 30分 イ ン
キ エ ペ ー 卜 した後 ， 4
0
C で紫外線くU V，254n mJを反 応
液よ り 5c m の 距離か ら20 分間照射す る ． こ の 反 応液
に最終濃度 10m M とな る よ う塩化カ ル シ ウ ム を 加 え
た後， D Na s eIく1FL gl お よ び micr o c o c c aln u cle a s e
く1 Ul を加 え て37
0
C で30分イ ン キ ュ ベ ー 卜 し ， 上 記 の
S D Sポ リ アク リ ル ア ミ ド電気泳動 を行 い ， イ メ ー ジ
アナライ ザ ー を用 い て 解析し た ．
成 績
工 ． D N Aア フ ィ ニ チ イ t カ ラム の 作 製
エ ン ハ ン サ ー 活性 を持 つ CS H Eの 33bp の う ち ， そ
の活性 に 本質的 で ある H E－C の 23bp 配列く図 い に 特
異的に 結合す る核 タ ン パ ク 質を 精製 す る た め に は塩基
配列特異的 D N A アフ ィ ニ チイ ー カ ラム の 作製が 必 要
とさ れ た ． ホ ル ミ ル セ ル ロ フ ァ イ ン に カ ッ プ リ ン グさ
せる た め に
，
単鎖 ス ペ ー サ ー を持 つ 2重鎖 H E－C オリ
ゴヌ ク レ オ チ ド を化学合成 して 反応 させ た ． カ ッ プリ
ング反 応に 用 い た 1 5n m olの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの う










N 即 さ即時一触 D N Ac 争H山0 寧e
O．5 さ－0．丁糊I KCl
阜
H E． C CモItu10Iln e
O． 賂 0．8M K Cl
■ヨ
70伸5 kd
Fig． 2． Pu rific atio n s che m efo r H E－C binding
protein s． HepG 2n u cle a r e xtr a ct w a s chro m－
atogr aphed on the v a rio u s colu m n sくu nderlin －
edl a nd eluted with KClgradient． T he r a nge
of K CIc o n c e ntr atio n s of a ctiv efra ctio n s a r e
indic ated u nde r e a ch step of c olu m n chr o m aト
Ogr aphy．
ち約 5n m ol が樹脂に 結合 した こ と か ら ， 精製 の た め
に 十分 な許容量 を有す る DNA ア フ ィ ニ チ イ ー カ ラム
が ， 作製さ れ た と い える ．
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II． H E． C 結合タ ン パ ク質の 精製
粗製の核抽出液 を直接 D N A アフ ィ
ニ チイ ー カ ラ ム
に か けた 場合 ， 純度お よ び収量が低く な る こ とが 予 想
され る ため ， D NA ア フ ィ ニ チ イ
ー カ ラ ム ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー を行う 前に 粗精製を行 っ た ■ 種 々 の カ ラ ム を
剛 ユ ， そ の 組み 合わ せ を検討 した 結果 ， 図2 に 示 した
4 段階の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ る 粗 精製 を
行 っ た後 に DN A アフ ィ ニ チ イ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー
を行 う最良の 様式 を確立 した ■ 核抽 出液を ， は じ め に
D E52カ ラ ム を通す こ と に よ り 核 酸 成 分 を取 り除 い
た ． 透析， 脱塩後 ， ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス に 添加 し ， 非
吸着成分を洗浄 ， 溶出させ た 乱 塩化 カ リ ウ
ム 濃度勾
配 で溶離 し ， ゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ を 用 い て 各画分 の
D N A タン パ ク質 複合体の 検出を行 っ た と こ ろ ， 塩 濃
度0．2 － 0 ．5 Mで 活性が観察さ れ た ． こ の 活性画分 を脱
塩 し ， D N A E－Sepha cel カ ラム ク ロ マ ト グラ
フ ィ ー を
同様 な操作に よ り行 っ た ． 塩濃 度0． 卜 0．4 Mに 目的の
低移動度 の複合体の バ ン ドも 観察さ れ ， 0．4
－ 0． 5Mに
は こ れ 以外 に 高移動度 の バ ン ド も観測 され た く図3al．
高移動度の も の は分解物と考 え ら れ る の で ， これ を含
む 画分 を除き ， 低移動度の 複合体 を形成 す る 活性画分
を集め ， 次の 非特異的くn o n spe cificID N A，セ ル ロ
ー ス
D E A E－Sepha c el






















ヵ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー を行 っ た ． 塩濃 度0－5 卜
0．7 Mの 画分に 複合体形成活性が認 め ら れ た の で ， こ
れ ら の 画分の 脱塩 ， 濃縮操作 を行 っ た ． 濃縮は ， ク ロ
マ ト グラ フ ィ ー を繰り 返す こ と に よ り活性 タ ン パ ク質
濃度 が低下 す る た め に 起 こ る タ ン パ ク質 の 不安化 を避
け る こ と を目的と し て行 っ た ■ こ の 濃縮溶液 を， 作製
した H E－C． D NA ア フ ィ ニ チ イ
ー カ ラ ム に密約口し， 塩
化 カ リ ウ ム 濃度勾配で溶離 した と こ ろ ， 非特異的結合
タ ン パ ク 質 が 溶出 し た 後 の 塩漉度0．6 5
－ 0 ．8 Mで
H E．C と複合体形成活性 を持 つ タ ン パ ク 質が 溶出した
個3bl． 精製 さ れ た H E－ C 結合 タ ン パ ク 質 は 濃縮後
種 々 の 解析 に 用 い た が ， 複合体形成活性 は比較的熟安
定性 があり ， 液体窒素中 に おい て は 数カ月間の 長期保
存が可能 で あ っ た ．
各精製段階の 活性画分中の タ ン パ ク質の 成分お よび
量比の 検討 を SD S ポ リ ア ク リル ア ミ ド電気泳動 に よ
り測定 した ． そ の 結果 ， H E－C
－ D N A アフ ィ ニ チ イ ー
ヵ ラ ム ロ マ ト グ ラ フ イ
ー の 活 性 画分 に は ， 分子 量
70kil。dalto nくk dlと 85 kd の 2つ の タ ン パ ク成分が検
出され ， 同成分 は等比 で あ っ た く図4 ， レ
ー ン い － ま
た ， 各精製段階 で の 純度 はク ロ マ ト グラ フ ィ
ー を進め
る に つ れ て 高く な り ， 非特異的 D N Aセ ル ロ
ー ス カラ
HE．C Cellu10fin e
Fl dい 1 0 n n u mb廿 l
蠍
Fig．3． Ty pical c olu m n chr o m a
togr aphies of H E
－C binding protein ． tAI T he
a ctiv e po ol of a hepa rin
－agar O S e C Olum n w a sdialyz ed
a nd lo aded o nto
D E A E．Sephacel a nd eluted with a K Clg
r adient a s des cribed． The binding
a ctivity of e a ch fr a ction s w a s m e a
s u r ed by the gel shift a ss ay■ くBI T he
dialyz ed a ctiv e po ol of the n o n spe c
ific D N Acolu m n w a s c on C entr ated and
lo aded o nto the H E－C D N Aaffin ty c olu m n a nd e
luted with a K Clgr adie nt．
Fr a ctio n s w e re a s sayed a sin くAl．
へ パ ドナ ウイ ル ス エ ン ハ ン サ ー 結合タ ン パ ク 質の 精製 875
ム が精製段階に お い て は か な り有効 であ る こ とが 認め
ら れ た く図 4
．
，
レ ー ン り ． そ し て ， 最 後 の H E 七．
D NA アフ ィ ニ テ ィ
ー カ ラム に よ っ て ， よ り効果的 ，
特異的に 精製が遂行 さ れた こ と が確認 さ れ た ．
m ． 精製タ ン パ ク質 の H E－C ． D N A結合特異性
精製 され た タ ン パ ク 質の D N A結合特異性 を調 べ る
ために ，
コP 標識 D N A をプロ ー ブ に ， 非標 識 D N A
をコ ン ペ テ ィ タ
ー くco m petito rン と し て 用 い て ゲ ル シ
フ トア ツ セ イ を行 っ た ． 比 較対照の た め 出発材料と し
て用 い た核抽出液 に つ い て も同様の 実験 を行 っ た ． プ
ロ ー プ に は H E－C と
，
H E－C に 特徴的な 2つ の モ チ ー
フ を塩基置換さ せ た H E－C． mlm2く以 下 ， mlm2 と 記
掛 オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を用 い た ． H E． C を ブ ロ ー プ
とした 場合 ， D N A． タ ン パ ク質複合体形成 に よ る バ
ン ドが 検出さ れた く図 5 ， レ ー ン 4ナ． 一 方 ， mlm 2 を
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Fig． 4． S D S－P A G Ea n alysis of the affin ty
purified pr otein s． Pr otein c o mpo n e nts in the
a ctiv efra ctions of e a ch c olu m n chro m atogr a，
phy w ere fr a ctio n ated by 7．5％ S D S－P A G Ea nd
Vis u alized by silver staining． M arker proteins
く1a n e Ml a nd s a mple s fr o m D E52く1a ne lJ，
heparin － aga rO Seく1a n e21， D E A E－Sepha c el口a n e
31， n O n Spe Cific D N Ac ellulo s eく1a n e41， a ndthe
H E－C affin ty c ol um n a re Sho w n． M ole c ular
W eights くkilodalto n s， k dl of m a rke rs a re
indic ated at theleft．
5 ， レ ー ン 5ト また ， 非標識 H E－ C を コ ン ペ ティ タ ー
と して H E－C プロ ー プの 系に 加 える と ， 複合体の バ ン
ドは消失 した く図5 ， レ ー ン 61． これ らの結果 は未精
製の 核抽出液 を用い た ゲ ル シ フ トア ッ セ イ の 結果 と 一
致 した く図 5 ， レ ー ン 1 へ 31． これ ら の 事実か ら ， 精
製さ れ た タ ン パ ク質は ， H E－ C 配列に 対 して特異的結
合能を持 ち ， そ の 結合 に は H E－C の 2つ の モ チ ー フ ，
TG A C G と C C C C C が必要で ある こ とが 確認 され た ．
S DS ポ リア ク リル ア ミ ド電気泳動の結果 よ り ， 精
製 され た タ ン パ ク質 は分子量 70k d と 85k dの も の を
含 ん で い る こ とが 示 され た が ， こ れ ら の タ ン パ ク質 の
H E－C 結合能 をよ り直接的 に 調 べ るた めに U V クロ
ス リ ン キ ン グ くcro s s－1inkingl実験 を行 っ た ． こ れ は ，
形成 され た D N A． タ ン パ ク 質複合体に U Vを照射 し
て D N Aの 詑P 標識塩基 をタ ン パ ク質の ア ミ ノ 酸側鎖
に ク ロ ス リ ン ク させ ， S D S ポ リ ア ク リル ア ミ ド電気
泳動に よ っ て ， D N A結合タ ン パ ク質の 成分の 同定 を
行う方法 で あ る ． H E－C を プ ロ ー ブ に ， 対 照 と して
行 っ た 未精製核抽出液を用 い た結果 では ， 分子 量46，
60， 68， 70k dの バ ン ドが 検出さ れ た く園 6 ， レ ー ン
1ト 精製 タ ン パ ク 質 を 用 い て H E－C をブ ロ ー プ に
U V クロ ス リ ン キ ン グ を行 っ た場合 ， 70k dの バ ン ド
Crud8
1 之 3







N WT W T M W T
Co mp鵬 恥r － － W T 一 一 肌
Fig． 5 Gel shift a ss ays of c rude and pu rified
pr otein s． Cr ude n u cle a r e xtr a ctくIa n el ．3Ja nd
pu rified pr otein s く1a n e4 ．6l w e r ein c ubated
with labeled H E－C くW Tl o r H E－C－ mlm2くM l
pr obe in sta ndard binding reactio n mixtu r e
fo1lo w ed by ele ctr ophore sis a nalysis． In la n e
3 a nd 6， unlabeled H E－C くW TI w e r e added a s
the c om petitor D N Ato binding re a ctio n s．
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の みが 検出さ れ ， 85k dの バ ン ドは 検出さ れ な か っ た
く図 6 ， レ ー ン 2ト また ， mlm2 を プ ロ ー プ に 用 い る
と ， 70k dお よ び 85kdの い ずれ の バ ン ド も検出され な
か っ た ． こ れ ら の こと よ り
，
精製 タ ン パ ク質 に 含 まれ
る 2 つ の 成分の う ち分子 量 70kd の も の が HE－ C に 直
接結合 し ， 塩基 配列特異的結合能 を保持 し て い る と い
う結果が得ら れ た ．
考 察
ヘ パ ドナ ウイ ル ス ゲ ノ ム の エ ン ハ ン サ ー は P遺伝子
の C末端転写解読砕くope n r e adingfra m e， O R FIと 重
複 して存在し て い る が ， エ ン ハ ン サ ー が O R F と重 複
す る例は あ ま り知 られ て い な い ． こ の こ と は ウイ ル ス
ゲ ノ ム が き わ め て コ ン パ ク ト で あ る こ と と関連 して い
る ． へ パ ドナ ウイ ル ス の 遺伝子 発現 の 制御お よ び複製
に エ ン ハ ンサ ー が 重要な役割 を果 た し て い ると 考 えら
れ る こ と か ら ， 筆者ら は ， こ の エ ン ハ ン サ ー 領域 に ほ
乳類の へ パ ド ナ ウイ ル ス 間で 強 く保存 され た 33bp の
70kd－ － － ■－ 簡酵
1 2 3
Fig．6 U Vc r o ss．1inking of the pu rified pr ote－
in sto H E－C a nd H E－C－ mlm2． H E－C pr obe o r
H E－C－ mlm2 pr obe w a s u s ed in UV c ro s s．
1inking e xpe rim e nts with pu rified pr otein s．
H E－C w a s c r o ss－1 in ked to n u cle a r e xtra ct a s a
C O ntrOlく1a n elJ， tO pu rified pr otein sく1a n e21
a nd H E－C － mlm2 to purified pr otein sく1a n e31．
T he a r r o whe ad points to a70 kd protein ．
配列 ， C SH E に 着目 して 系統的な研究 を進 め てき た
が
，
C S H Eに よ る 転写制御機構 を解明 す る た め に
C S H Eに 特異的に 結合す る タ ン パ ク 質 の 精製が 必要
と さ れ た ．
本研究 で は ， D N A アフ ィ ニ チ イ ー カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー を用 い る こ と に よ り ， C S H Eの エ ン ハ ン
サ ー 活性 に 本質的で あ る 中央の 23bp， H E－C に 結合す
る タ ン パ ク質 を精製 し ， その 性 質 を検討 し た ． D N A
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よる 塩基配列特異的 DN A結
合 タ ン パ ク質 の 精製法 は Kado n aga ら20Jに よ り開発さ
れ ， 結合部位 の 塩基配列 を縦列くta nde mJ に つ な い だ
オ リ ゴ マ ー く01igom erJD N Aを樹脂に 結合さ せる 方法
が 一 般的 で あ り ， 効率も 良い と さ れ て い る ． しか し，
H E－C は ウイル ス ゲ ノ ム 中に 1 つ の配列 と して 存在し
て い る た め ， 縦列 に つ な い だ こ と に よ る 付加的な効果
が起 こ る可能性 があ る － 筆者は こ の こ と を 考慮 して，
H E，C を モ ノ マ ー くm o n o m e rJ と して 樹 脂に 結合さ せ
た D N A アフ ィ ニ チ イ ー カラ ム を 用 い て 精製 を行う方
法 を取 っ た ．
精製 タ ン パ ク質 に よ る H E－C との 複合体形成に は，
2 つ の モ チ ー フ ， TGA CG と C C C C C が必要である こ
とが ， ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た が ， こ れ
は ， M u r aka mi ら
1 71に よ っ て 報告さ れ た H E－C の 2つ
の モ チ ー フ を塩基置換さ せ る と エ ン ハ ンサ ー 活性が失
わ れ る と い う 結果に 相関 して い る ． 従 っ て
， 精製タ ン
パ ク質が C S H Eエ ン ハ ン サ ー 機能 の発現 に 寄与する
タ ン パ ク因子 で ある 可能性を 示 唆 して い る ． 精製タ ン
パ ク質の 機能 に 関す る 直接的な証拠 を得 る た めに は，
試験管内転写実験に よ る 検討 を加 え る必 要が ある ．
精製さ れ た タ ン パ ク 質 は分子量 70k d と 85k dの 2
つ の 成分 か ら な る こ と が 明ら か に な っ た が ， UV ク ロ
ス リ ン キ ン グ実験か ら は ， H E－C に 直接結合す るのは
70k dの もの で ある こ と が 示 さ れ ， 85k dの タ ン パ ク質
は非特異的 な も の で あ る 可能性 も考 え ら れ た ． しか
し ． 非特異的 D N A カラ ム を通 した後 に H E－C カラム
を通す こ と に よ っ て 85kd も濃縮さ れ て い る こと ， さ
ら に は ， 2 回 H E－C カラ ム を通 して も 85k dが除去さ
れ ず く結果示 さ ずI， 両成分が等比 で あ る と い う事実か
らも ， 85k d が非特異的混 入 に よ る もの で あ る 可能性
は考 え に く い ． 以上 の こ と か ら ， H E－ C に 直接 70kd
が 結合 し ， 85k dは タ ン パ ク質 と タ ン パ ク 質 の 相互作
用 に よ り
一I
pig g yba ck
，，
く肩車ナ塾 で 70k dに 結合し2量
体 を形成 して い る と 推測 され る ．
HE－C に は
，
T G A C G と C C C C Cの 2 つ の 特徴的な
モ チ ー フ が 含ま れ て い る が ， 類似の モ チ ー フ 構成がと
卜丁細胞白血病 ウイ ル ス 1 型 くhu m an T－C ell leuke．
へ パ ドナ ウイ ル ス エ ン ハ ン サ ー 結合 タ ン パ ク 質の 精製
mia viru stype l， H T L V－1J の 末端 反 復 配列くlo ng
ter minalrepe at， L T Rいこある 3つ の 21bp 反復配列
に見い だ さ れ る
2り
． H T L V－1 の 3 つ の 21bp 反復配列
に は大き く 3 つ の 領域が 保存さ れ て お り く図 り ， それ
ぞれ， A ， B ， C ドメ イ ン と名付 けら れ て い る22，． 図 1
か ら明らか な よう に ， H E－C の 2 つ の モ チ ー フ は それ
ぞれB ドメ イ ン と C ドメ イ ン に 高い 相 同性 を持 っ て い
る ． H T L V－1 の 21bp 反 復配列 に 結合 す る タ ン パ ク 質
は報告さ れ て い るだ け で も 数種類あ り盟卜 抑 ， そ の 結 合
に はB ドメイン が 本質的で ， 他 の 2 つ の ドメ イ ン が 部
分的に 関与 して ， 異な っ た複数 の タ ン パ ク 質の 結合 を
可能に し てい る と 考え ら れ て い る ． H E．C の 場合も ，
未精製核抽出液を用 い た U V クロ ス リ ン キ ン グ で は
70kd以外 に バ ン ド が 検 出さ れ て い る 事実 か ら ，
H TL V－1 の 21bp 反復配列 と同様に ， 複 数の タ ン パ ク
質が結合す る と推定 さ れ ， 今回 精製 さ れ た タ ン パ ク質
はその う ち に ひ と つ で あ ると 考 えら れ る ．
へ パ ドナ ウイ ル ス に は ウイ ル ス 白身に よ っ て コ ー ド
さ れる トラ ン ス 活性化因子 ， X タン パ ク 質 が 存在 す
る ． 最近 ， Unger ら
281ら に よ っ て H B Vの X タン パ ク
がエ ン ハ ン サ ー の E エ レ メ ン トを ト ラ ン ス 活性化す る
と い う こ と が 報告 さ れ た ． こ の E エ レ メ ン ト と
H E－C と ほ とん ど一 致 して お り ， 本研究 で 精製さ れ た
タ ン パ ク質が X タン パ ク 質に よ る ト ラ ン ス 活性化に 関
係して い る可能性 がある ． 興 味深 い こ と に ， H T L V．
1 の 21bp 反復配列 エ ン ハ ン サ ー は H T L V－1 自身 に
よっ て コ ー ドさ れ る タ ン パ ク 質 ， Ta x に よ っ て細 胞
性因子 を介 して活性化 され る こ と が知 ら れ て お り2り ，
Ta x に よ る ウイ ル ス 遺 伝子発現 の 調節機構 お よ び ウ
イ ル ス 性細胞癌化機構 に 関す る研究 が精力的 に 進 め ら
れてい る ． へ パ ド ナ ウイ ル ス遺伝子 の ， そ の トラ ン ス
活性化因子 X タン パ ク 質 に よ る発現制御
，
さ ら に は肝
細胞の 発癌 の 観点 か らも
，
C S H Eに 作用 す る細胞性タ
ンパ ク因子 の 検索 は興味の も た れ る こ と で あ る ．
HB Vを含 む へ パ ドナ ウイ ル ス の 遺伝子 発現の 制御
機構の解明 に お い て ， 筆者に よ り精製 され た H E－C結
合タ ン パ ク質の 解析が 重 要な役割 を果た す こ と が 示唆
される こ とか ら ， 今後 ， こ れ ら の ア ミ ノ 酸配列の決
定， 遺伝子 の ク ロ ー ニ ン グ を行 い ， さ ら に は ， 細胞 内
発現系を用 い た解析 を進 め て い く 計画 で あ る ．
結 論
HepG2細胞 の 核抽出液か ら ， へ パ ド ナ ウ イ ル ス の
エ ン ハ ン サ ー に 強く 保存 され た 領域 に 結合 す る タ ン パ
ク質を精製 し ， その 性質 を調べ ， 以 下の 結論 を得た ．
1 ． HE－C に 特異的 に 結合す る タ ン パ ク質 を精製す
877
る た め に ． DN A アフ ィ ニ チ イ ー カ ラ ム を作製 した ．
2 ． 5段 階の カ ラ ム ク ロ マ トグラ ム フ ィ ー に よ る精
製様式 を確立 し ， H E．C 結合タ ン パ ク 質の精製 に 成功
し
，
こ れ が 分子 量 70kdと 85k dの 2つ の成分 か ら な
る こ と を 明 ら か に し た ．
3 ． H E－C に 含まれ る T G A C G と C C C C Cの 2つ
の モ チ ー フ を変異 させ た ブ ロ ー プ を用 い る と精製 タ ン
パ ク 質に よ る複合体形成 が阻害さ れ た こ と よ り ， 精製
タ ン パ ク質 の H E－C に 対す る 高 い 結合特異性 が確認
さ れ た ．
4 ． U Vク ロ ス リ ン キ ン グ を用 い て精製タ ン パ ク 質
の 2 つ の 成 分の う ち ， 分 子 量 7 0k dの も の が 直 接
H E－C に 結合 し てい る こ と を明ら か に した ．
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A bstract
A hepadn aviru S enhan Cer ele m e ntw as m ap pedbetween the Sge ne and the X gen e． W ith in 血is
region， thereis ahighly c onserved 33 bp sequenc eくC OnSe rvedseque nc e of hepadnaviru S enhanc e r，
CS圧EI which has enl1an C er aCtivity and c anfbrm aD N A－PrOtein complex withcellularfactors． T he
Ce nter23 bp ofCS H EくH E－ Clar e eSSe nti al forboth the e nhan Cer aCtivity and DN A－PrOteinc o mplex
fbr m adon ． T be puri Acation ofn u cle arprOtein thatinteracts wi ththe H E－C sequenc eis animporta nt
StePtO W ard elucidation of 血e m echanis m of thehepadna viru S e nhan Cer． T he a uthor describeshere
thepurificatio n，ffo m HepG2， Of those proteins usingsequen ce－SpeCi 丘c D N Aaffin ty chro m atogra－
phy－ Electrophoresi ofthepuri fiedproteinin SDS－POlyacryl amide gels rev eal d thepresen ce oftw o
pe Pti des withm olecular m aSSeS Of 70 and 85kd． U Vcross－1inking experirn entSde m onstr a ted thatthe
70kd pe ptide bo und directly toH E－C w hile 85k d din ot． It wa sals ode m on strated thatthe tw o
m otifs， TG A C Gand C C C C Cin H E－C c o n けibute tothe speCific binding of the puri 缶ed protein －
Correlatio n ofthein vivo enl1an C e r a Cdvity ofwild－type and m utated H E－C， Wi th thebinding acdvity
Of thepuri 缶edproteintotheseH E－Cs， S uggeStSthattheseproteins ar eimport an tforthehepadna viru S
enhanc er．
